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RESUMO

A neurocisticercose (NC) ¢ uma afeccdo parasitaria comum do sistema
nervoso central humano (SNC) causada pela larva da Taenia solium, o
Cysticercus cellulosae. O objetivo deste estudo foi avaliar se o exame do
liquido cefalorraqueano (LCR) poderia influenciar na reatividade do teste de
ELISA utilizado para NC. Amostras de LCR de 109 pacientes foram
analisadas e classificadas em trés grupos, de acordo com as manifestacdes
neuroldgicas e reatividade do teste de ELISA para NC no LCR. Grupo A, 18
pacientes com enfermidades neurologicas compativeis com NC e reatividade
do teste ELISA para NC no LCR; grupo B, 50 pacientes com enfermidades
neuroldgicas ndo compativeis com NC e reatividade do teste ELISA para
NC no LCR; grupo C, 41 pacientes com enfermidades neurologicas nao
compativeis com NC e na auséncia de reatividade do teste de ELISA para
NC no LCR. A anélise do LCR do grupo A foi compativel com NC. O grupo
B apresentou maiores niveis de pleocitose, de hemadacias no LCR,
hiperproteinorraquia, presenca de anticorpos para outros agentes etiologicos
em comparacdo aos grupos A e C (p<0.05). Os dados indicam que o
processo inflamatorio e os elevados niveis de concentracdo da proteina no
LCR podem influenciar na ocorréncia de reagdes falso positivas de ELISA
para NC.

PALAVRAS-CHAVE: Liquido cefalorraqueano, ensaio imunoenzimatico,
neurocisticercose.
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ABSTRACT

Neurocysticercosis (NC) is a common parasitic disease of the human
central nervous system (CNS) caused by the larval stage of the Taenia
solium, the Cysticercus cellulosae. The objective of this study was to
evaluate if the cerebrospinal fluid (CSF) analysis may influence the
reactivity of the ELISA test for NC. CSF samples of 109 patients were
analyzed and classified in three groups, according to the neurological
manifestations and the reactivity in ELISA testing in CSF for NC: group
A, 18 patients with neurological diseases compatible with NC and reactive
ELISA in CSF for NC; group B, 50 patients with neurological diseases
non-compatible with NC and reactive ELISA for NC; group C, 41 patients
with neurological diseases non-compatible with NC and non-reactive
ELISA in CSF for NC. The CSF analysis of the group A was compatible
with NC. The group B in comparison to the groups A and C presents
higher frequency and levels of pleocytosis, red blood cells in CSF, protein
concentration and immunological reactive test for other etiological agents
(p<0.05). Based on the present data, we suggest that the inflammatory
process and high protein concentration may determine false positive
reactions in the ELISA test for NC in the CSF.

KEY WORDS: Cerebrospinal fluid, enzyme linked immunosorbent assay,
neurocysticercosis.
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Nanometro
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1. INTRODUCAO

A neurocisticercose (NC) ¢ uma afec¢do parasitaria comum do sistema nervoso
central (SNC) humano causada pela forma larvaria da Taenia solium, o Cysticercus
cellulosae. A distribuigdo da doenga ¢ universal e constitui um grave problema de satde
publica nos paises em desenvolvimento onde as condi¢des sanitdrias sdo deficientes. O
diagnostico da NC permanece dificil devido as manifestagdes pleomorficas e nao
especificas da doenca. Epilepsia, hidrocefalia, aumento da pressdo intracraniana e cefaléia
sao as manifestacdes mais comuns associadas a NC. Além dos aspectos acima, a
localizagdo, o tamanho, o grau de desenvolvimento e de degeneracdo do parasita, a
presenca e a intensidade da reposta imune do hospedeiro corroboram para a apresentacao
ndo especifica das manifesta¢des clinicas da NC (MACHADO et al, 2002; SOTELO e DEL
BRUTTO, 2002; VAZ ¢ LIVRAMENTO, 2001).

A sindrome do liquido cefalorraqueano (LCR) na NC descrita por Lange (1940)
(apud MACHADO et al, 2002), inclui a presenca de pleocitose, eosinofilorraquia, ¢
anticorpos anti-cisticercos para NC no LCR. Nas ultimas décadas novos parametros
diagnosticos, tais como exames de neuroimagem, estudos epidemioldgicos e da barreira
hemato-LCR foram incluidos para complementar o diagndstico da NC. Assim, os critérios
diagnésticos da NC sdo baseados nos dados clinicos, epidemioldgicos, estudos de
neuroimagem, da analise LCR, do soro ¢ de métodos imunolégicos (DEL BRUTTO et al,
2001).

Testes imunologicos para a verificacdo da presenga de anticorpos e de antigenos de

Taenia solium no soro e no LCR t€m sido propostos para o diagndstico laboratorial da NC



(DORNY et al, 2003; ITO et al, 1998; PROANO-NARVEZ et al, 2002). Contudo, a
maioria deles possui valor limitado devido a baixa sensibilidade, especificidade e do
desempenho do teste, os quais, também, dependem do numero, da localizagdo e do estagio
de desenvolvimento do parasita (VAZ e LIVRAMENTO, 2001).

De acordo com dados publicados, o teste de ELISA apresenta baixos niveis de
sensibilidade e especificidade na determinacdo de anticorpos anti-cisticercos no soro
quando comparado com o teste Western Blot (WB), mas os valores aumentam até 97,6% e
98,9%, respectivamente, quando aplicado ao LCR (TSANG et al, 1989). Baseado nos
valores de sensibilidade (98%) e especificidade (100%) do WB, o mesmo, é considerado
atualmente como o melhor teste sérico imunolégico disponivel. Contudo, devido ao baixo
custo ¢ alta reprodutividade, o teste de ELISA ¢ ainda amplamente utilizado como suporte
para o diagnostico da NC tanto no LCR como no soro (DORNY et al, 2003). Por outro
lado, a sensibilidade e a especificidade do teste para NC deve ser baixa de acordo com a
presenga de lesdo unica, calcificacdo ou lesdes afastadas do sistema ventricular (SOTELO e
DEL BRUTTO, 2002).

Estudos recentes tém demonstrado reacdes falso-positivas do teste de ELISA para
NC em amostras de LCR. Essa situagdo geralmente ocorre na presenca de processos
inflamatorios tais como neurotuberculose ou por causa de reagdes cruzadas a infecgdes por

helmintos, tais como os do género Echinococcus (GEKELER et al, 2002; KATTI, 2002).



2. FUNDAMENTACAO

A principal caracteristica de qualquer Primata tal qual o Homem ¢ a curiosidade.
Por assim dizer, a humanidade sempre teve a preocupacao em desvendar a origem da vida,
do Universo e da organizagdo dos seres vivos em taxons. Com referéncia as doencas e seus
agentes causadores nao seria diferente. Portanto, a primeira referéncia na humanidade
acerca da existéncia de cisticercos remonta de 380 a 375 a.C. com o filésofo Aristofanes o
qual comparava-os ”a pequenas pedras que poderiam ser encontradas embaixo da lingua de
porcos” (apud HAWK et al, 2005). Em 1550, ¢ descrita a necropsia de um homem com
cisticercos encontrados no corpo caloso (apud HAWK et al, 2005). As mesmas estruturas
foram também encontradas aderidas a dura-mater de um paciente, em 1558, por Gessner e
Rumler (apud HAWK et al, 2005 ). Contudo, essas vesiculas foram identificadas como
parasitas apenas em 1686 por Redi e Malpighi (apud HAWK et al, 2005). Através de
infeccdes pareadas do homem e do porco, Kuchenmeister em 1855 demonstrou que o
cisticerco da origem a ténia (apud HAWK et al, 2005). Ainda no século XIX outras
contribuicdes ao estudo da NC foram demonstradas através de necropsias cerebrais,
meningite cisticercotica com acometimento da medula espinhal, hidrocefalia e obstrugao do
fluxo do LCR (apud HAWK et al, 2005).

Em 1881 foi descrito a primeira referéncia sobre NC no Brasil (apud HAWK et al,
2005).

O século XX ¢ marcado pelo desenvolvimento de técnicas, a principio, sorologicas
para a detecgdo de anticorpos anti-cisticercos. No Brasil, Lange (1940) utiliza a reagdo de

fixagdo de complemento no LCR (apud MACHADO et al, 2002).



2.1 Taenia solium:
2.1.1 Biologia

Sistematicamente, a Taenia solium pertence ao phylum Platyhelminthes (do grego
platy, chato, e helminthes, verme), a classe Cestoidea (do grego kestos, cinto, e eidos,
forma) ordem Cyclophyllidea, familia Taeniidac ¢ género Taenia. Sdo endoparasitas
obrigatorios. A forma adulta do parasita aloja-se na porc¢do inicial do jejuno de seu
hospedeiro. O corpo, em forma de fita, apresenta morfologia adaptada a vida parasitaria: na
regido anterior, para fixacdo e adesdo a mucosa do hospedeiro encontram-se estruturas
caracteristicas para sua adesdo. A presenca de segmentacdo do corpo (representada pelas
proglotides), de wum sistema reprodutor extraordinariamente desenvolvido, de
hermafroditismo e da auséncia de tubo digestivo constituem, ainda, elementos que
caracterizam o parasitismo. Seus ovos sdo constituidos por embrides que possuem seis
actuleos ou ganchos (embrido hexacanto ou oncosfera); a reprodugdo ¢ sexuada com
autofecundagdo e protandria; o corpo esta dividido em escolex, colo e estrobilo (figuras 1 a

elb).



Figura 1 (a). Taenia solium
(http://It.wikipedia.org/wiki/Plok;  consulta

em 09/08/2006)

Figura 1 (b). Taenia solium: A — escolex; B —
colo; C - estrobilo

(http://lt.wikipedia.org/wiki/Plok; consulta em

09/08/2006

Taenia sofium

gravid proglottid
{by P.W. Pappas and S.M. Wardrop)

Figura 3(a). Taenia solium: Proglotides
gravidas evidenciando as ramificagdes

uterinas (consulta em 09/08/2006)

Figura 2. Vista tridimensional de escélex de Taenia
solium, ressaltando o rostelo e as ventosas

(www.stanford.edu/.../Taeniasis/taenia.jpg; consulta

em 09/08/2006
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A escolex, medindo cerca de dois milimetros, ¢ a por¢ao anterior do parasita
responsavel pela adesdo do mesmo a mucosa intestinal do hospedeiro. Constitui-se por dois
pares de ventosas e dupla coroa de actleos que podem variar de 24 a 32. Essa camada de
actleos ¢ denominada de rostelo. Os aculeos, também, s3o estruturas que auxiliam na
fixagdo do parasita (figura 2).

O colo compreende uma porcao intermedidria, alongada e delgada do parasita de
onde surge o estrobilo; ¢ a estrutura de crescimento do parasita. Nessa regido ndo ha

segmentacdo nem estruturas nobres (figura 1 b).

oricifico
genital
oricifico IS
genital |
\ . proglotis
madura

Figura 3(b). Taenia solium: Proglotides maduras . ) . ) ) )
Figura 3(c). Taenia solium: Proglétides maduras evidenciando as estruturas

evidenciando 0s orificios genitais ) o ] ) )
anatomicas  (http://www.simulium.bio.uottawa.ca/.../images/platyhe6.gif;

(http://www.ieev.uma.es/parasitos/Cestodos/tenia95.jpg;
consulta em 09/08/2006)

consulta em 09/08/2006)

O estrobilo ¢ constituido por proglétides (de 7 a 12 mm de comprimento e de 5 a 6

mm de largura) que sdo estruturas as quais alojam os 6rgdos sexuais da ténia. Esses ultimos




estdo representados por um utero com tubos longitudinais ramificados e numerosos
testiculos. O numero de proglotides, pode variar de oitocentas a novecentas, sendo as
jovens mais curtas e, as maduras e gravidas, alongadas (Figuras 3a, 3b e 3c). Essas
estruturas sdo eliminadas para o meio externo através de um processo passivo denominado
apolise. No meio ambiente, as progldtides gravidas podem liberar de trinta a cinqiienta mil
ovos (de 30 a 40 um de diametro); figura 4. Uma Taenia solium adulta mede, em geral, de

1,5 a 5 metros com uma longevidade aproximada de 25 anos (REY, 1991).

2.1.2 Ciclo Biologico

r

O ciclo biologico da Taenia solium é complexo e envolve dois hospedeiros, o
homem como unico e definitivo hospedeiro da forma adulta e o porco, hospedeiro
intermediario da forma larval do parasita (figura 5). O porco, através da pastagem e de
habitos coprofagicos ingere ovos vidveis e até progldtides gravidas inteiras vindo a
desenvolver cisticercose. A ingestdo de cisticercos pelo homem através da carne de porco
mal cozida promove a aquisi¢do de teniase. A auto-infestagdo decorrente do anti-
periltaltismo, da educacdo sanitaria e de habitos pessoais de higiene deficientes, e a hetero-
infestacdo através da ingestdo de dgua e alimentos contaminados por ovos do parasita sao
as principais causas de aquisicdo dessa complexa parasitose. Apds a ingestdo dos ovos, sua
parede, de natureza quinitosa-calcaria, sofre a acdo dos sucos gastricos € no jejuno ¢
liberado o embrido hexacanto que por via hematogénica, através de seus aculeos, podera
alcangar todos os tecidos e 6rgdos, onde desenvolver-se-a até a forma larval ou cisticerco
(Cysticercus cellulosae; do grego, Kystic, de vesicula e Kerco, cacho; cellulosae devido a

grande ocorréncia no tecido subcutaneo); figura 6. No porco, ocorre a forma disseminada



da cisticercose devido ao eficiente estabelecimento da larva em seus tecidos. No homem, o
Cysticercus cellulosae tém sido encontrado principalmente no SNC (ventriculos, meninges,
cortex cerebral, nucleos da base e raramente na medula espinhal), musculos, pele, tecido
celular subcutaneo, lingua e globo ocular (retina, humor-vitreo, conjuntiva, 6rbita); devido
a localizacdo, a gravidade dos sintomas, ao elevado custo do tratamento, a hospitalizagao e
de ser considerado um grave problema médico e de satde publica, a NC é a forma mais

estudada(VAZ e LIVRAMENTO, 2001; REY, 1991).

Figura 6. Corte histologico transversal de | Figura 4. Ovo de Taenia sp visualizado em exame
Cysticercus cellulosae | parasitolégico
(http://www.ulb.ac.be/.../teniasoliumcisticerque.jpg; (http://www.saudeanimal.com.br/imagens/ovo_tenia.jpg;

consulta em 09/08/2006) consulta em 09/08/2006)
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Tenlasls Clisticercosis
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huevos de T. sollum

Cisticercosis

Figura 5. Ciclo biologico da Taenia solium (exemplo 1) (http://cnia.inta.gov.ar/.../Taenia%20Solium.jpg; consulta em

09/08/2006)

2.2. Neurocisticercose:
2.2.1 Epidemiologia e aspectos clinicos

A NC ¢ considerada um grave problema de satde publica nos paises em
desenvolvimento da América Central (em particular o México), Africa, Asia e América do
Sul, onde 12% da populacio ¢ admitida para avaliagdo neuroldgica em centros
especializados. No Brasil, estudos epidemiologicos apontam para a freqii€éncia de 0,2% a
7,5%, principalmente nos estados de S3ao Paulo, Parand, Goids e Minas Gerais (VAZ e
LIVRAMENTO, 2001). A alta incidéncia esta relacionada com a ineficiéncia na educagao

sanitaria e nos habitos de higiene pessoal inadequados. E importante ressaltar, também, a
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alta incidéncia de casos de NC nos paises industrializados que recebem imigrantes de areas
endémicas da doenca como os Estados Unidos (DEL BRUTTO et al, 2001). Nao ha
diferenca quanto ao sexo e raga. A faixa etaria atingida varia de 21 a 40 anos e corresponde
aquela em fase produtiva. O tratamento, por vezes longo, necessita de varios dias de
internacdo com elevado custo (VAZ ¢ LIVRAMENTO, 2001). Além disso, a NC ¢
responsavel por mais de cinqiienta mil mortes por ano no mundo (DEL BRUTTO et al,
2001).

As manifestagdes clinicas mais comuns relacionadas a NC sdo: convulsao, cefaléia,
hidrocefalia e hipertensdo intracraniana. E interessante ressaltar que a epilepsia adquirida
em adultos, segundo a Liga Internacional contra Epilepsia, ¢ a principal manifestacao
clinica de NC. Cerca de 70% dos pacientes com NC apresentam epilepsia (SOTELO et al,
2002). Estudos demonstram que as convulsdes estdo associadas com a presenca de
calcificagdbes (apud SHET, 1998). A cefaléia pode ser um sinal de hipertensao
intracraniana, de envolvimento vascular bem como de NC cisternal, parenquimatosa ou
ventricular (WHITE JR, 2000). A hipertensdo intracraniana, em geral, advém de
hidrocefalia obstrutiva por cisticercos nos canais do fluxo do LCR. Vomitos, nauseas,
vertigem, alteracdes visuais e disturbios do nivel de consciéncia sdo sintomas que podem
estar presentes e indicar aumento da pressdo intracraniana. A NC ocasiona, também,
depressao, psicoses e problemas cognitivos como dificuldade de memorizagao (WHITE JR,
2000). A apresentacdo pleomoérfica e ndo especifica das manifestagcdes clinicas ¢
determinada pela localizagdo, pelo tamanho, estagio de desenvolvimento, idade do parasita

e pelas condigdes imunologicas do hospedeiro (VAZ e LIVRAMENTO, 2001).
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Atualmente, o diagnostico da NC esta relacionado a associa¢do de dados clinicos e

epidemioldgicos, ao estudo de neuroimagem, ao estudo pareado do LCR e do soro (DEL

BRUTTO et al, 2001).

Sotelo e cols. apresentaram em 1985 um critério relacionado as formas ativas e

inativas de NC baseado em dados clinicos e tomograficos, além da analise do LCR (quadro

).

Quadro 1. Critério Diagnostico para NC (SOTELO et al, 1985)

Formas Ativas NC

Formas Inativas NC

e Aracnoidites

e Hidrocefalia aguda

e (istos no parénquima

e Infarto cerebral

e Lesoes cisticas gigantes
e C(Cistos intraventriculares

e Cistos espinhais

Calcificagdes no parénquima

Hidrocefalias secundarias

Em 2001, um critério mais completo foi proposto por Del Brutto e cols. para a NC.

Esse critério associa a andlise em conjunto dos aspectos clinicos, imunoldgicos e
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epidemiologicos com estudo de neuroimagem e da utilizacdo de métodos imunoldgicos

aplicados ao LCR e ao soro:

Quadro 2. Critério Diagnoéstico para NC (Del Brutto et al, 2001)

e Absoluto

* Bidpsia confirmatoria
* Imagem de cisto c/ escolex
» Exame fundoscopico

e Maior

» Lesdes altamente sugestivas de NC no exame de

imagem

» EITB positivo no soro
» Resolucao de lesdes cisticas apds tratamento com

drogas cisticidas

» Resolucdo espontdnea de lesdes unicas

e Menor

e - LesOes compativeis com NC em exames de imagem

- Manifestacdes clinicas sugestivas de NC
- ELISA reagente no LCR
- Cisticercose fora do SNC

e Epidemiologico

- Evidéncia de contato familiar com infec¢do por

Taenia solium

- Individuos com procedéncia ou que vivem em areas

que sdo endémicas a cisticercose

- Historia de viagens frequentes a areas endémicas a

doenga.
Diagnostico Critério
Definitivo 1. Presenca de 1 critério absoluto
2. Presenga de 2 critérios maiores, 1 menor ¢ 1
epidemioldgico
Provavel 1. Presenca de 1 critério maior € 2 menores
2. Presenga de 1 critério maior, 1 menor e 1
epidemiologico
3. Presenca de 3 critérios menores e 1 epidemioldgico
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O estudo pareado do LCR e do soro que inclui citologia, dosagens bioquimicas,
determinagdo do quociente de albumina e indice de IgG contribuem para um diagndstico
preciso. A detecgdo de anticorpos anti-cisticercos no LCR ainda ¢ considerada uma
pesquisa mais especifica para o diagnostico da NC. Haja vista, a deteccdo de anticorpos
especificos da classe IgG, no soro de pacientes com suspeita de cisticercose também ¢
importante para a determinacdo da presenca de cistos localizados tanto fora quanto dentro
do SNC. A observacdo da integridade da barreira hemato-LCR e da sintese intratecal de
anticorpos especificos ¢ feita por estudo comparativo de valores encontrados no soro e no

LCR (REIBER e FELGENHAUER, 1987).

2.2.3 EXAME DE IMAGEM APLICADO A NEUROCISTICERCOSE

A Tomografia Computadorizada (TC) de cranio e a Ressonancia Magnética (RM)
de cranio sdo os dois exames de imagem indicados para a avaliagdo de pacientes com
suspeita de NC. Ambos sdo instrumentos importantes para o diagnostico da NC, pois
permitem, de forma ndo invasiva, detectar e acompanhar a localizagdo, o estigio de
desenvolvimento e a evolu¢do do parasita bem como avaliar o processo inflamatorio

decorrente da degeneragcdo do mesmo no SNC (AGAPEJEV, 1994).

2.2.4 EXAME DO LIQUIDO CEFALORRAQUEANO NA NEUROCISTICERCOSE
O exame do LCR constitui um elemento essencial para o diagnostico e
acompanhamento da evoluc¢do de pacientes com NC (LIVRAMENTO, 1987). No entanto,

este exame pode apresentar um perfil dentro dos limites da normalidade em cerca de 20 a

25% dos casos (AGAPEJEV, 1994).
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A sindrome classica do LCR na NC descrita por Lange (1940) (apud MACHADO
et al, 2002) inclui a presenga de pleocitose discreta a moderada com predominio de
linfocitos, eosinofilorraquia, hiperproteinorraquia e reatividade de testes imunologicos para

NC.

EXAME DE ROTINA DO LCR

A citologia global embora possa ser normal, pleocitose discreta (4 a 50 leucocitos
por mm”) a pleocitose moderada (55 a 190 leucocitos por mm’) tem sido descritas (REIS et
al, 1980).

A citologia diferencial nos casos de NC apresenta padrdo linfomonocitario.
Entretanto, a participacdo de eosinofilos com percentagem igual ou superior a 2% ¢
caracteristica da enfermidade. Pode ocorrer também a presenga de neutréfilos em quadros
inflamatorios agudos (REIS et al, 1980; MACHADO et al, 1996).

A concentracdo de proteinas totais pode ser normal ou discretamente elevada (10 a
45 mg/dl) ou pode ocorrer moderada hiperproteinorraquia (até 120 mg/dl). A glicorraquia,
em geral, apresenta valores dentro dos limites da normalidade (2/3 da glicemia); (REIS et

al, 1980; FISHMANN, 1992).

EXAME IMUNOLOGICO

Com o aprimoramento tecnoldgico, novos elementos foram incluidos a sindrome
classica da NC como o estudo pareado do LCR/soro que tem como objetivo avaliar a
funcao da barreira hemato-LCR (através do quociente de albumina) e a sintese intratecal de

IgG. O quociente de albumina (vide formula) ¢ realizado com a dosagem da albumina do
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LCR e da albumina do soro e, os valores de normalidade variam de acordo com a idade do

paciente (quadro 3).

e Q. Albumina = Albumina (LCR) x 107

Albumina (soro)

Quadro 3. Valores referenciais para o Quociente de Albumina

Idade Q. albumina (LCR/soro)
Recém-nascido 25x 107

1 més 15x 107

6 meses 5x 107

20 anos 5x 107

40 anos 7x 107

60 anos 8x 107

A sintese intratecal de IgG indica a presenca de reagdo inflamatéria no LCR. Esta
avaliacdo pode ser realizada através de métodos quantitativos e métodos qualitativos.
Dentre os métodos quantitativos, o indice de IgG e a curva hiperbolica (Diagrama de
Reiber e Felgenhauer, 1987) sao utilizados com freqiiéncia. O indice de IgG (vide formula)
¢ calculado através dos quocientes de IgG e de albumina entre o LCR e o soro (valor de
referéncia < 0,7) . Os métodos qualitativos incluem a pesquisa de bandas oligoclonais IgG

(figura 7).
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e Indice de IgG = Q.IgG_(LCR/soro)

Q. Albumina (LCR/soro)

Figura 7. Pesquisa de bandas oligoclonais IgG pelo método de focalizagdo isoelétrica

2.2.5 METODOS IMUNOLOGICOS APLICADOS A NEUROCISTICERCOSE

O exame do LCR na forma ativa da NC ¢ caracterizado pela sindrome cléassica da
NC e pela presenca de lesdes cerebrais como cistos e, pode ser avaliada através de exames
de imagem e do LCR, onde sdo analisados a celularidade, a bioquimica e as reagdes
imunolégicas para deteccdo de anticorpos anti-cisticercos no LCR. Em adi¢@o, inimeras
reacdes imunoldgicas sdo utilizadas para a detec¢do de anticorpos anti-cisticercos no LCR
com diferentes valores de sensibilidade e especificidade, tais como o ELISA e o WB

(MACHADO et al, 2002).
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ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

O método de ELISA baseia-se na utilizagdo de antigenos ou anticorpos marcados
com enzimas para a detec¢dio e quantificacio de substincias de interesse biologico. E o
teste que tem apresentado melhor acuracia quando aplicado ao LCR com valores de
sensibilidade de 87% e de especificidade de 95% (SOTELO e DEL BRUTTO, 2002). No
nosso meio o valor de sensibilidade de 100% ja foi obtido (COSTA et al, 1982). Estudos
demonstram que o teste de ELISA no soro apresenta sensibilidade que varia de 63 a 89 % e
a especificidade varia de 80 a 100% (PIALARISSI et al, 1995; BUENO et al, 2000). Por
outro lado, deve-se ressaltar a ocorréncia de reagdes falso-positivas, decorrentes da reacao
cruzada com outros helmintos ¢ com o Mycobacterium tuberculosis, bem como de reagdes
falso-negativas quando as lesdes sdo parenquimatosas distantes do sistema do LCR
(GEKELER et al, 2002; KATTI, 2002). Em adigdo, para a pesquisa de anticorpos, a
utilizagdo de extratos brutos antigénicos de Cysticercus cellulosae (antigenos ndo
purificados) e de amostras ndo diluidas, podem aumentar o limiar de rea¢des inespecificas e

contribuir para ocorréncia de reagdes falso-positivas (SANCHEZ, 2001).

REACAO DE FIXACAO DE COMPLEMENTO, HEMAGLUTINACAO
INDIRETA E IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

A reacdo de fixacdo de complemento primeiramente incluida por Lange (1936)
(apud MACHADO, 1996) na rotina laboratorial do LCR consiste na utilizagdo de
quantidades definidas de complemento para a detec¢do de antigenos e/ou anticorpos.
Apresenta sensibilidade de 83% para o LCR inflamatorio e apenas 22% para pacientes com

lesdes parenquimatosas (SOTELO E DEL BRUTTO, 2002). Outras técnicas como a
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hemaglutinagdo indireta (HAI) e imunofluorescéncia indireta (IFI) sdo utilizadas para o
diagnéstico da NC. A HAI consiste na adsor¢do de antigenos a superficie das hemacias as
quais podem ser aglutinadas por anticorpos especificos. A IFI baseia-se na capacidade do
anticorpo se ligar a substancias excitadas com alta energia (fluorocromos) e o resultado ¢ a
emissdo de luz de elevado comprimento de onda (fendmeno denominado de fluorescéncia).
Os respectivos valores de sensibilidade e de especificidade de 89% e 97% foram obtidos

para HAI e de 87% e 99% para IFI (SANCHEZ, 2001; VAZ ¢ LIVRAMENTO, 2001).

WESTERN BLOT

Este método ¢ utilizado para a identificagdo de glicoproteinas especificas que sao
separadas eletroforeticamente em gel de poliacrilamida. Os valores de sensibilidade e
especificidade do teste de ELISA no soro sdo menores do que os do WB. De acordo com
estudos recentes o WB no soro apresenta sensibilidade de 98% e especificidade de 100%
para amostras de soro e, portanto ¢ considerado o melhor teste para deteccao de anticorpos

anti-cisticercos no soro (TSANG et al, 1989; SANCHEZ, 2001).

3. OBJETIVOS

Avaliar se os parametros do LCR podem influenciar na reatividade da resposta
imune especifica no LCR para NC, através do teste de ELISA;

e Determinar um ponto de corte “6timo” (cut-off) para os parametros estudados;

e Avaliar o perfil inflamatorio do LCR na NC;

e Avaliar a fun¢ao da barreira hemato-LCR na NC.
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4. METODOLOGIA
Populagéo

Durante o periodo de janeiro de 1999 a maio de 2002, 109 amostras de LCR foram
analisadas. As amostras de LCR selecionadas foram de pacientes admitidos para
investigacdo em um Laboratério de referéncia em Liquido Cefalorraqueano da cidade do
Rio de Janeiro (Neurolife Laboratérios) e no Laboratorio de Liquido Cefalorraqueano do
Servico de Patologia Clinica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF/UFRYJ). Este estudo recebeu aprovagao do
Comité de FEtica do Hospital Universitario Gafirée ¢ Guinle (HUGG/UNIRIO) e do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF/UFRJ). Apés o estabelecimento da
hipotese diagnodstica, as amostras de LCR foram classificadas em grupos. O grupo de
amostras de pacientes com neurocisticercose foi selecionado de acordo com o critério de
Sotelo et al (1985). O grupo de amostras pacientes com falso-reatividade e que
apresentavam esclerose multipla foi selecionado de acordo com critério de MC Donald et al
(2001). As amostras de pacientes com meningites viral e bacteriana, tumor cerebral,
polirradiculopatia inflamatoéria cronica desmielinizante e acidente vascular encefalico foram

selecionadas de acordo com Adams et al (2001):

e Grupo A - 18 amostras de LCR de pacientes com diagndstico de NC baseado na
presenga de manifestacdes cinicas compativeis com NC e reatividade do teste de

ELISA para NC no LCR;



20

e Grupo B — 50 amostras de LCR de pacientes com doengas neuroldgicas ndo-
compativeis com NC e reatividade do teste de ELISA para NC no LCR: Sindrome
de Guillain Barr¢ (quatro pacientes), polirradiculopatia inflamatéria cronica
desmielinizante (dez pacientes), meningite bacteriana (22 pacientes), acidente

vascular encefalico (quatro pacientes), tumor cerebral (cinco pacientes);

e Grupo C — 41 amostras de LCR de pacientes com doencas neuroldgicas nao-
compativeis com NC e auséncia de reatividade do teste de ELISA para NC no LCR:
esclerose multipla (quatro pacientes), polirradiculopatia inflamatoria crdnica

desmielinizante (29 pacientes) e tumor cerebral (oito pacientes).

ANALISE DO LCR

As amostras de LCR selecionadas foram analisadas quanto a celularidade global e
celularidade especifica, bioquimica (proteinas totais e glicose) e presenga de anticorpos
para HIV, para HTLV-I, Citomegalovirus, Simplexvirus ¢ Toxoplasma gondii utilizando

kits comerciais de ELISA.

Citologia
A contagem celular global foi realizada utilizando-se a camara de Fuchs-Rosenthal
e a visualizagdo em microscopio optico (figura 8). Quanto a celularidade especifica, foi

adicionado um mililitro de LCR na camara de sedimentagdo (cdmara de “suta”) para
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concentragdo celular (figura 9). A lamina com o contetido celular foi corada pelo conjunto

de corante pandtico rapido (Laborclin Ltda) e visualizada em microscopio optico.

Figuras 8 e 9. Camara de Fuchs-Rosenthal e cdmara de sedimentagio celular.

Bioquimica

A dosagem de proteinas totais foi realizada utilizando-se &cido tricloroacético
(ISOFAR, Acido Tricloacético, P. A) a 10% (500 ul de LCR + um mililitro do reagente). A
glicose foi dosada utilizando-se o kit comercial para glicemia enzimatica (Wiener Lab.) e

seguindo as instru¢des do fabricante.

Estudo microbioldgico

A presenca de bactérias e fungos foi analisada pelos métodos convencionais para o
isolamento e identificacdo. Para as bactérias o LCR foi semeado nos meios de cultura
comerciais (Plastilabor Ltda), em placas, de dgar sangue de carneiro a 5% e agar chocolate.

O agar Sabouraud, em tubo, a 2% com cloranfenicol foi utilizado para a cultura de fungos.



22

Analise da barreira hemato-LCR e sintese intratecal de 1gG

As amostras de LCR e soro foram analisadas para IgG total e albumina pela
nefelometria (Dade Behring, Inc. Marburg GmbH, Alemanha). A sintese intratecal de
imunoglobulinas foi baseada no IgGyr (fragdo intratecal) de acordo com Reiber &
Felgenhauer (REIBER ¢ FELGENHAUER, 1987). A fun¢do da barreira hemato-LCR foi

determinada pelo quociente de albumina (relagdo entre a albumina do LCR e do soro).

Estudo imunolégico especifico do LCR

Para a pesquisa de anticorpos para HIV e HTLV-I utilizou-se os kits comerciais da
BIO-RAD Brasil Laboratorios Ltda, respectivamente e seguindo as instrugdes do
fabricante. A pesquisa de anticorpos para Citomegalovirus, Simplexvirus e Toxoplasma
gondii foi testada, respectivamente, pelos kits comerciais da Richmond Diagnostics e

seguindo as instrugdes do fabricante.

Analise especifica para Neurocisticercose no LCR

Os anticorpos para antigenos de Taenia solium foram detectados utilizando-se o
teste comercial BioELISA Neurocist (BioMérieux Brasil S. A.) RJ, Brasil seguindo as
instrugdes do fabricante. O indice relativo do ELISA para NC foi determinado dividindo-se
a densidade optica (OD) da amostra pela leitura da OD do cut-off do teste.

No teste comercial de ELISA realizado para NC foi utilizado extrato antigénico de
Cysticerccus cellulosae aderido a superficie interna das microcavidades contidas na placa
de poliestireno. As amostras de LCR e dos controles foram aplicados nestas

microcavidades, onde anticorpos anti-cisticercos, quando presentes, ligaram-se
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especificamente ao antigeno. Apdés um periodo de incubagdo, as amostras € os controles
foram lavados e o conjugado ligado a peroxidase foi adicionado. Estes anticorpos ligaram-
se as microcavidades que continham anticorpos anti-cisticercos remanescentes da etapa
anterior. A presenga destes conjugados foi determinada pela acdo da peroxidase no
substrato tetrametilbenzidina (figuras 10 e 11). A reagdo final foi obtida, por
espectrofotometria, pela leitura impressa da densidade optica em filtros 450/630 nm. Os

resultados foram estabelecidos de acordo com o limiar de reatividade ou cut-off.

Figuras 10 e 11. Exemplo de placa de ELISA e um esquema do método de ELISA

Analise Estatistica
O teste de Mann-Whitney foi o método estatistico usado para comparar os dados
quantitativos e o teste de Fisher ou Chi-quadrado para as propor¢des. Os valores de p <

0,05 foram considerados significantes.
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A curva ROC (receiver operator characteristic) compara a relagdo entre a
sensibilidade e a especificidade pelo método grafico para a andlise de dados. Um ponto de
corte 6timo para os parametros do LCR foi encontrado através da analise da curva ROC

com o objetivo de diferenciar os grupos A e B.

5. RESULTADO

A média e o desvio padrao da idade dos pacientes nos grupos A, B e C foram
40,83+£18,26, 44,72+21,84 e 32,68+16,26 anos, respectivamente (p>0,05). As

manifestagdes clinicas mais freqlientes dos pacientes do grupo A (NC) estdo na tabela 1.

Tabela 1. Manifestagdes clinicas e classificagdo de 18 pacientes com diagnostico de

neurocisticercose (Grupo A)

Manifestag¢des Clinicas Formas Ativas Formas Inativas
Cefaléia Convulsdes Cistos Hidrocefalia Calcificacoes
(8) 28% (10) 72% (6) 33% 2) 11% (10) 56%

Diferengas significativas nos parametros do LCR foram encontradas na andlise
laboratorial dos trés grupos estudados (Tabela 2). No grupo A, a maioria das amostras de
LCR apresentou achados compativeis com cisticercose, tais como pleocitose moderada com
predominio de linfocitos e mondcitos associados a eosindfilos (11%) e a

hiperproteinorraquia. Um ntimero significativo de pacientes (60%) teve sintese intratecal de
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IgG total. Todos tiveram anticorpos anti-cisticercos no LCR. A presenga de pleocitose,
eosinodfilos e anticorpos anti-cisticercose representam a classica sindrome do LCR da NC.
O grupo B representa um elevado nimero de pacientes com intensa pleocitose, presenca de
hemaécias, maior concentracao de proteinas totais e disfungdo da barreira hemato-LCR bem
como a presenca de anticorpos para diferentes agentes de doencas infecciosas em
comparagdo com as amostras dos grupos A e C. As amostras do grupo C foram normais,
exceto por uma discreta pleocitose e pela presenca de hemacias em dois pacientes. Todas as
amostras de LCR deste grupo tiveram resultados negativos quando testados para anticorpos

para NC (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados da analise laboratorial de amostras de LCR de pacientes com
manifestagdes neurologicas e resultados positivos (Grupos A e B) ou negativos (Grupo C)

do teste de ELISA para neurocisticercose.

Grupos de Amostras de LCR Analise Estatistica

A B C AxB AxC BxC
Laboratério

n=18 n=50 n=41 Valorp Valorp Valorp

Achados

Pleocitose > 4/mm” 33% 66 % 5% <0.05 <0.05  -—---
Hemacias > 0/mm’ 44% 68 % 58 % <0.05 >0.05 >0.05
Proteina > 40 mg/dl 55% 88 % 0 % <0.05 <0.05 <0.05
(IgGir) > 10% 60% 27% 0% >0,05 <0.05 <0.05
Q. Albumina>7x 107 33% 73 % 0 % <0.05 = ceeeem e
ELISA reagente para 100 % 100 % 0 % U —

Cisticercose no LCR
ELISA reagente para outros 6% 46 % 0% <0.05 = —oeeem e

agentes infecciosos testados*

IgGir (fragdo intratecal de IgG) > 10% indica sintese intratecal de 1gG; Q. Albumina > 7 x
10°  indica disfungdo da barreira hemato-LCR.* HIV, HTLV-I, Citomegalovirus,

Simplexvirus, Toxoplasma gondii.
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As amostras dos grupos A e B ndo apresentaram diferenca na distribuicao do indice

relativo de ELISA (Figura 12).

Figura 12. indice relativo de ELISA para neurocisticercose nos grupos A, B e C
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A curva ROC (figura 13) mostra o melhor ponto de corte para a concentragdo de
proteinas totais do grupo A (pacientes com diagndstico de NC); < 60 mg/dl, com
sensibilidade 83% e 80% de especificidade. O melhor ponto de corte para pleocitose foi <7

p/mm’ , com sensibilidade de 77,8% e especificidade de 64%.
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Figura 13. Curva ROC da concentragdo de proteinas de 18 pacientes com neurocisticercose

(Grupo A)
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DISCUSSAO

A NC ¢ uma afeccao cronica do SNC caracterizada pela apresentagdao pleomorfica e
nao especifica das manifestagdes clinicas, o que dificulta o diagndstico. Devido a gravidade
dos sintomas de apresentagdo, ¢ a forma que desperta maior interesse médico e de pesquisa.
Estudos epidemioldgicos apontam a importdncia da andlise do complexo teniase-
cisticercose como um problema de saude publica que afeta a populacao de paises, em geral,
com precarias condigdes sanitarias como os da América Latina e a India. Deve-se ressaltar,
ainda, a elevada freqiiéncia de casos de NC nos paises industrializados e nos da Europa que
recebem imigrantes de areas endémicas a NC, como o México. No Brasil, os Estados de
Goias, Minas Gerais, Parana e Sdo Paulo tém sido citados como areas endémicas a NC.
Contudo, estudos que apresentem com exatiddo a freqii€ncia dessa infestagdo em nosso
territorio necessitam serem realizados. No entanto, a profilaxia ¢ a educagdo sdo as
melhores medidas para o controle dessa e de outras parasitoses (LIVRAMENTO, 1987;
VAZ e LIVRAMENTO, 2001).

O diagnostico definitivo, em geral, esta vinculado ao padrao ouro como na presenga
do parasita em exames fundoscopico ou histopatologicos ou em necrépsias (DEL BRUTTO
et al, 2001; DORNY et al, 2003). Nesta ultima situagdo, inviavel a vida. No entanto,
atualmente, ha o consenso da analise em conjunto dos estudos clinicos, epidemiologicos, de
imagem ¢ pareados do LCR ¢ do soro (DEL BRUTTO et al, 2001; VAZ ¢ LIVRAMENTO,
2001). O LCR, fluido bioldgico de aspecto de “agua de rocha”, constitui parte acessivel ao

estudo da hosmorregulagdo do SNC (FISHMANN, 1992; LIVRAMENTO, 1987). Com
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relagdo a nosologia da NC, a analise do LCR apresenta-se como elemento basico para o
diagnéstico e evolucao da doenga (LIVRAMENTO, 1987). Os exames de imagem (TC e
RM) sdo, também, elementos importantes para o diagndstico e acompanhamento evolutivo
da NC, principalmente, quanto a presenga lesdes como cistos e nodulos calcificados. Esses
exames sdo capazes, de forma ndo invasiva, apresentar a localizagdo, o estagio de
desenvolvimento e a presenca de processo inflamatério causado pelo parasita
(AGAPEGEV, 1994; LIVRAMENTO, 1987).

Os achados da rotina laboratorial do exame de LCR foram os fatores determinantes
para a investigagdo proposta pelo presente estudo. O teste de ELISA para NC apresentou
resultados positivos, os quais ndo eram compativeis com a suspeita ¢ com as manifestagdes
clinicas dos pacientes analisados. Surgiu a hipotese de que o exame do LCR poderia estar
influenciando na apresentacdo de resultados falso-positivos, para os casos estudados,
relacionados com a disfun¢ao da barreira hemato-LCR decorrentes de outros processos.

Ha estudos que apresentam casos de falso-positividade do teste de ELISA devido a
reagOes cruzadas com outros helmintos, com Shistossoma mansoni ¢ com o Mycobacterium
tuberculosis (GEKELER et al, 2002; KATTI, 2002; PAMMENTER et al, 1992).

Num estudo realizado com pacientes com NC e pacientes neuroldgicos, os autores
observaram a presenca de reagdes cruzadas entre amostras de pacientes com NC e com
neuroesquistossomose testadas pelos métodos de ELISA (PAMMENTER et al, 1992). De
224 amostras de LCR, oito (2%) amostras foram positivas para ambos antigenos, 24 (10%)
foram positivas para antigenos de S. mansoni e, também, apenas oito (4%) foram positivas
para anticorpos anti-cisticercos. A falso-reatividade ocorreu, possivelmente, quando as

amostras testadas foram positivas para ambos antigenos devido a quebra de barreira
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hemato-LCR com a passagem de anticorpos séricos de S. mansoni para o LCR. E
interessante destacar que, muito certamente, esses pacientes ndo apresentavam
neuroesquistossomose.

A falso-reatividade entre antigenos de Taenia solium e antigenos de Mycobacterium
tuberculosis devido, também, a danos a barreira hemato-LCR foi observada pelo estudo de
272 amostras de LCR (KATTI, 2002). Esse estudo foi similar ao nosso quanto a
distribuicdo das amostras em dois grupos: I, com diagnostico definido de NC e
neuroesquistossomose, € II, grupo controle. As amostras foram testadas pela
hemaglutinagdo e pelo WB. A analise revelou a presenga de anticorpos anti-cisticercos em
cinco amostras confirmadas de Mycobacterium tuberculosis. Esse fato ratifica a hipotese da
quebra de barreira hemato-LCR com passagem de anticorpos anti-cisticercos do soro para o
LCR.

A afeccdo por outros helmintos além da NC ¢ um outro aspecto abordado e
correlaciona-se com os dados apresentados nos estudos acima relatados. Reagdes cruzadas
e falso-positividade do teste de ELISA para NC no LCR bem como do WB (realizado no
LCR) sdo observados (GEKELER et al, 2002). A falso-reatividade dos testes de ELISA ¢
WB pela infestagdo por parasitos do género Echinococcus (54% pela forma cistica e 69%
pela forma alveolar) ¢ a que apresenta maior porcentagem no soro, nesse estudo realizado
em 222 amostras de LCR (n=54) e soro (n=168) (GEKELER et al, 2002). Das 24 amostras
confirmadas de NC no soro 18 (75%) foram positivas, ambas, pelo ELISA ¢ WB. Das
amostras de LCR com diagndstico definitivo de NC, 83% foram positivas pelo método de
ELISA e 86% pelo WB. Amostras do grupo controle (negativo) foram negativas para

ambos testes. Nesse estudo, ainda, ¢ interessante relatar que os valores de sensibilidade e
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especificidade, respectivamente, foram praticamente idénticos, no LCR, tanto no ELISA
(80% e 75%) quanto no WB (82% e 94%). O mesmo estudo menciona a ocorréncia de
resultados falso-positivos no WB e nao no LCR, em pacientes mexicanos com outras
doengas neurologicas que ndo a NC devido a possivel afecgdo prévia por Taenia solium. A
esse fato soma-se a ocorréncia de quebra de barreira hemato-LCR e passagem de anticorpos
anti-cisticercos do soro para o LCR.

No presente estudo, foi estabelecida uma relagdo entre a falso-reatividade dos testes
para a detec¢do de anticorpos para NC no LCR e a disfuncdo da barreira hemato-LCR
obtida pelo quociente de albumina. Baseado nestes achados, acredita-se que o processo
inflamatorio meningeo possa influenciar os resultados dos testes de ELISA para NC no
LCR, facilitando a passagem de proteinas do soro para o LCR que induzem reagdes falso-
positivas.

Considerando que os pacientes do grupo A s3o os verdadeiros positivos (pacientes
com NC) e o grupo C os verdadeiros negativos, o problema com os resultados “falso-
positivos” surge dos pacientes do grupo B (pacientes com doengas neuroldgicas nao-
compativeis com NC e reatividade do teste de ELISA para NC no LCR).

Diferencgas significativas foram encontradas entre os paradmetros do LCR no grupo
da NC (grupo A) e nos grupos-controle (grupos B e C). A comparacio estatistica entre as
amostras dos grupos A e B demonstraram diferengas significativas (p < 0,05) para os
seguintes parametros: concentracdo de proteinas, pleocitose, quociente de albumina,
freqliéncia da reatividade do ELISA para outros agentes infecciosos e presenca de
hemacias. A elevada concentracdo de proteina associada a disfun¢do da barreira hemato-

LCR dentre as amostras de LCR no grupo B indicam que esta proteina nao foi sintetizada
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no SNC (REIBER e PETER, 2001). E importante comentar que neste grupo, 46% dos
pacientes tiveram resultados de ELISA reagente, também, para outros agentes infecciosos,
com uma percentagem relativamente maior em comparagdo aos outros dois grupos (0% no
grupo C e 6% no grupo A). Neste mesmo grupo, uma elevada pleocitose associada a outros
agentes de doencas infecciosas (meningites viral e bacteriana) indicam processo
inflamatorio meningeo ndo relacionado a NC. Além disso, neste grupo todas as amostras de
LCR tiveram ELISA reagente para NC, mas nao haviam achados clinicos ¢ de imagem para
NC. Os resultados falso-positivos para o teste de ELISA no soro t€ém sido detectados
provavelmente devido a proteinas que se ligam aos antigenos de cisticercos de Taenia
solium (LARRALDE et al, 1990; PROANO-NARVEZ et al, 2002). Glicoproteinas de
Taenia solium tém sido consideradas muito sensiveis e especificas para o diagnodstico da
NC quando o ensaio de WB ¢ usado com amostras de soro, mas elas ndo mostram a mesma
eficacia no teste de ELISA no soro (PROANO-NARVEZ et al, 2002). A ocorréncia de
reacoes falso-positivas no teste de ELISA no LCR pode estar relacionada a disfun¢do da
barreira hemato-LCR que permite a passagem de anticorpos do soro e de outras proteinas
para o SNC. Como ja mencionado, soma-se a esse fato a ocorréncia de reatividade cruzada
com outros agentes infecciosos (GEKELER et al, 2002; KATTI, 2002; PAMMENTER et
al, 1992). E importante ressaltar que neste estudo ndo foi aceita a hipotese de reatividade
cruzada com outros agentes infecciosos devido a presenga ndo apenas de outras doengas
infecciosas (meningites viral e bacteriana), mas, também, ndo infecciosas (cefaléia, tumor e
polineuropatia).

A curva ROC foi utilizada para comparar a sensibilidade e especificidade dos

parametros do LCR para os grupos A (NC) e B (falso-positivos para NC), com o objetivo
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de obtencdo do melhor ponto de corte, para diferenciar os grupos. Baseado em nossos
achados, foi demonstrada uma grande probabilidade de reacdes falso-positivas no LCR pelo
ELISA para NC nos casos de elevada pleocitose ( >7 células/mm®) ou elevada concentragio
de proteina (> 60 mg/dl).

Alguns estudos tém sido conduzidos com objetivo de melhorar o diagnostico da NC
(DEL BRUTTO et al, 2001; DORNY et al, 2003). A analise da integridade da fungdo da
barreira hemato-LCR tem contribuido para determinar a sintese intratecal de anticorpos.
Além disso, antigenos purificados de larva de Taenia obtidos a partir de parasitas
homologos (T. solium) ou heterélogos (T. crassiceps) tém sido caracterizados com o
objetivo de obter reagentes com alto grau de especificidade (BUENO et al, 2000; DORNY
et al, 2003; PARDINI et al, 2002; PERALTA et al, 2002). Prepara¢des antigénicas
contaminadas com proteinas de suinos, um problema comum quando cistos de Taenia
solium sao utilizados, sdo evitados usando-se antigenos obtidos a partir de larvas de Taenia
crassiceps (PARDINI et al, 2002; PERALTA et al, 2002).

Sendo um estudo retrospectivo, ocorreram limitagdes, tais como a auséncia da
analise pareada de amostras de soro para a comparagdo de anticorpos especificos do soro e
do LCR. O critério de Sotelo foi utilizado para o diagndstico da NC, considerando-o mais
apropriado para o tipo de estudo. Esse critério ¢ baseado predominantemente em dados

clinicos ¢ em exames de imagem (SOTELO et al, 1985).
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CONCLUSAO

A disfun¢do da barreira hemto-LCR contribui para a elevada freqiiéncia de reagdes
falso-positivas para NC, através da passagem de proteinas do sangue para o LCR.
Os achados inflamatorios do LCR podem influenciar a imunoreatividade do teste de
ELISA no LCR para a NC. Pacientes com reatividade do teste de ELISA para NC
no LCR sem NC (falsos-positivos) tiveram uma freqiiéncia aumentada da disfungao
da barreira hemato-LCR, elevada concentragdo de proteinas totais, pleocitose e
hemacias em comparagdo aos pacientes com reatividade do teste ELISA para NC no
LCR e com NC (verdadeiros positivos).

A chance de ocorréncia de resultados falso-positivos do teste de ELISA para NC
aumenta com a concentragdo de proteinas maior que 60 mg/dl (sensibilidade de
83% e especificidade de 80%) e pleocitose maior que 7 leucocitos/mm’
(sensibilidade de 77,8% e especificidade de 64%).

O exame do LCR dos pacientes com NC se caracterizou pela presenca de pleocitose
discreta a moderada com predominio de linfocitos, eosinofilorraquia,
hiperproteinorraquia e reatividade de testes imunologicos para NC.

Os resultados do teste de ELISA devem ser cuidadosamente considerados em
conjunto com outros parametros: clinicos, laboratoriais ¢ dados epidemioldgicos
para o diagnostico da NC.

Testes confirmatdrios para o LCR devem ser incluidos na rotina laboratorial para o

diagnostico da NC.
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INFLUENCE OF THE CEREBROSPINAL

FLUID LABORATORY PARAMETERS IN

THE ELISA TEST FOR NEUROCYSTICERCOSIS
USING A TOTAL CYSTICERCI ANTIGEN

Cristiane S. Casanova’, Maria José S.P. Ribeiro?, Reizer R. Gongalves?,
Luiz Claudio Faria* José Mauro Peralta®, Marzia Puccioni-Sohler®

ABSTRACT - To evaluate if the cerebrospinal fluid (CSF) parameters may influence the cysticercosis immunore-
activity response in the CSF. CSF samples of 109 patients were analyzed and classified in three groups,
according to the neurological manifestations and the reactivity in antibody-enzyme linked immunosor-
bent assay (Ab-ELISA) testing in CSF for neurocysticerosis (NC): group A, 18 patients with neurological dis-
orders compatible with NC and reactive Ab-ELISA in CSF for NC; group B, 50 patients with neurological dis-
orders non-compatible with NC and reactive Ab-ELISA for NC; group C, 41 patients with neurological dis-
orders non-compatible with NC and non-reactive Ab-ELISA in CSF for NC. The CSF analysis in group A was
compatible with NC. The group B in comparison to the groups A and C presents higher frequency and
intensity of hypercytosis, presence of red blood cells in CSF, protein concentration and immunological reac-
tive test for other etiological agents (p<0.05). Based on the present data, we suggest that the inflamma-
tory process and high protein concentration may determine false positive reactions in the Ab-ELISA test
for NCin the CSF.

KEY WORDS: cerebrospinal fluid, enzyme linked immunosorbent assay, neurocysticercosis.

Influéncia dos parametros laboratoriais do liquido cefalorraquidiano no teste ELISA para neu-
rocisticercose utilizando antigeno total de cisticerco

RESUMO - Avaliar se os parametros do liquido cefalorraquidiano (LCR) podem influenciar na reatividade
da resposta imune especifica do LCR na neurocisticerase (NC). Amostras de LCR de 109 pacientes foram
analisadas e classificadas em trés grupos, de acordo com as manifestagdes neurolégicas e reatividade do
teste de Ab-ELISA para NC no LCR. Grupo A, 18 pacientes com enfermidades neuroldgicas compativeis com
NC e reatividade do teste Ab-ELISA para NC no LCR; grupo B, 50 pacientes com enfermidades neuroldgi-
cas ndo compativeis com NC e reatividade do teste Ab-ELISA para NC no LCR; grupo C, 41 pacientes com
enfermidades neurolégicas ndo compativeis com NC e na auséncia de reatividade do teste de Ab-ELISA
para NC no LCR. A analise do LCR do grupo A foi compativel com NC. O grupo B apresentou maior fre-
guéncia e intensidade da pleocitose, da presenca de hemacias no LCR, hiperproteinorraquia, reatividade
imune para outros agentes etioldégicos em comparagdo aos grupos A e C (p<0.05). Os dados indicam que
o processo inflamatorio e os elevados niveis de concentracdo da proteina no LCR podem influenciar na
ocorréncia de reacdes falso positivas de Ab-ELISA para NC. Destacamos a importancia da correlacao clini-
co-laboratorial para o diagndstico de neurocisticercose e o uso de testes laboratoriais confirmatérios.

PALAVRAS-CHAVE: liquido cefalorraquidiano, ensaio imunoenzimatico, neurocisticercose.

Neurocysticerass (NC) is a common parasitic dis-
ease of the human central nervous system (CNS) cau-
sed by Cysticercus cellulosae the larval stage of Taenia
solium. The distribution of the disease is universal

and constitutes an important public health problem
in developing countries where sanitary conditions
are deficient. The diagnosis of NC remains difficult
due to the pleomorfic and non-specific manifesta-
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tions of the disease. Epilepsy and increased intracra-
nial pressureare the most common neurological ma-
nifestations associated with NC'. The cerebrospinal
fluid (CSF) syndrome of NC was described by Lange
(1940) (apud Machado et al.?). It included the pres-
ence of pleocytosis, eosinophils, and antibodies anti-
cysticercus for NC in CSF. In the last decades new diag-
nostic parameters such as the combined use of epi-
demiological, clinical and neuroimaging studies have
been added to complement the CSF syndrome of NC.
Thus, the diagnostic criteria for NC is based on the
clinical and epidemiological data, neuroimaging and
laboratories studies*.

Several immunological tests for detecting antibo-
dies to T. solium antigens in serum and CSF have been
also proposed for the laboratory diagnosis of NC>%,
However, most of them are limited in value because
of poor sensitivity and/or specificity and the perfo-
mance of the test which depends on the number, lo-
cation and stage of development of the parasite®.
According to published data, Ab-ELISA assay pres-
ents a lower level of sensitivity and specificity in de-
tecting serum antibodies anti-T. soliumcomparedto
electroimmunotransfer blot (EITB) assay, but the val-
ues increase up to 97.6% and 98.9% respectively
when perf o rmed on CSF>7°. On the base of its sensi-
tivity (98%) and specificity (100%) values, EITB assay
is today considered as the best immunological test
available for serum. For this reason, Del Brutto et al.*
p roposed that the presence of serum antibody anti-
T. solium should be considered as a major criteria but
only if detected by EITB assay, while Ab-ELISA reac-
tivity detected in the CSF should be a minor criteria
(serun Ab-ELISA positivity is not taken into account).
Nevertheless due to the lower cost and time needed
to performthe test, Ab-ELISA assay is still largely per-
f o rmed both in serum and CSF to support the diag-
nosis of NC. On the other hand, the sensitivity and
specificity of the test for NC may be lower according
the presence of a single lesion or calcifications®. Re-
cently studies have demonstrated false positive reac-
tions for NC in CSF samples. This situation usually
occurs in the presence of a chronic inflammatory pro-
cess such as neurotuberailosis or because of cross re-
activity to helminth infections, such as echinococco-
Sis10,11_

In this study we investigated if the CSF findings
may interferer with the reactivity of Ab-ELISA test-
ing evaluated for NC. The analysis of the albumin
quotient and the IgG intrathecal fraction (IgG,) were
also included to study the blood-CSF barrier function
and the intrathecal synthesis of 19G, respectively'.

METHOD

Population — We selected 109 cases among patients
under laboratory investigation in a reference CSF Laboratory
in Rio de Janeiro city (Neurolife Laboratory) and in CSF
Laboratoryof the Clinical Pathology Service of the Clemen-
tino Fraga Filho University Hospital of the Federal University
of Rio de Janeiro (HUCFF/UFRJ), during the period between
January199 and May 2002. The study received approval
of the Hospital Ethical Comitee Board. After the diagnos-
tic hypothesis was established, according Sotelo et al .3, the
patients were classified in three groups:

Group A - 18 patients with diagnosis of established NC
based on the presence of neurological manifestations com-
patible with NCand reactive Ab-ELISA for NC in CSF3'3;

Group B - 50 patients with neurological diseases non-
compatible with NC and reactive Ab-ELISA for NC in CSF:
Guillain Barre syndrome (four patients), chronic inflammato-
ry demyelinating polyradiculoneuropathy (ten patients),
viral meningitis (five patients), bacterial meningitis (22 pati-
ents), stroke (four patients), cerebral tumor (five pati-
ents)3 1113

Group C - 41 patients with neurological diseases non-
compatible with NC and non-reactive Ab-ELISA for NCin
CSF: multiple sclerosis (four patients), chronic inflammato-
ry demyelinating polyradiculoneuropathy (29 patients) and
cerebral tumor (eight patients)'™.

CSF analysis — CSF specimens were evaluated for white
and red blood cell counts, protein and glucose concentra-
tion and reactivity for HIV, HTLV-I/Il, cytomegalovirus (CMV),
Herpes simplexvirus (HSV) and Toxoplasma gondiiusing
Ab-ELISA commercial kits for antibodies detection. Presence
of bacteria and fungi was evaluated by conventional meth-
ods for culture isolation and identification. Antibodies to
Taenia solium antigens were detected using BioELISA neu-
rocisti kit (BioMérieux Brasil S.A., RJ, Brazil) following the
manufacturer instructions. Ab-ELISA relative index for NC
was determined by dividing the optical density (OD) read-
ing obtained for the sample testing by the cut-off OD val-
ue. CSF and corresponding serum samples were analyzed
for total I9G and albumin by nephelometry (Dade Behring,
Inc., Marburg GmbH, Germany). The evaluation of CSF local-
ly synthesized immunoglobulin was based on the IgG,
according to Reiber and Felgenhauer'2. Blood-CSF barrier
dysfunction was determined by using the albumin quo-
tient'.

Data analysis — The Mann-Whitney statistical method
was used to compare the quantitative data and the test of
Fisher or chi-square for the proportions; p values <0.05 were
considered statistically significant.

The receiver operator characteristic (ROC) curve com -
pares the relationship between the sensibility and speci-
ficity of the CSF parameters for the groups A and B (by the
Graphical Methods for Data Analysis). The ROC curve analy-
sis was selected to find the best cutpoint for the CSF param-
eters in sense of to differentiate the groups A and B. The
sensitivity (% true-positive) and specificity (% false-positi-
ve) for each parameter was calculated and compared with
the diagnosis criteria.
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RESULTS

The median and the standard deviation of the age
in the groups A, B and C were 40.83+18.26, 44.72+
21.84 and 32.68+16.26 yrs., respectively. The most fre-
quent clinical manifestations of the patients from
group A (NC) are shown in Table 1.

Significant differences in the CSF parameters were
found in the laboratory analysis among the three stu-
died groups (Table 2). In group A, most of CSF sam-
ples presented laboratory findings compatible with
NC, such as mild pleocytosis with a predominance of
lymphocytes and monocytes associated with eosino-
phils (11%) and hyperproteinomachia. A significant
number of patients (60%) had intrathecal synthesis
of total IgG. All had antibodies anti-cysticercus of T.
solium in CSF by ELISA. The presence of pleocytosis,
eosinophils and antibodies anti-cysticercus represents
the classical syndrome of NC (Table 2). Group B pre-
sented a high number of patients with intense pleocy-
tosis, presence of red blood cells, higher concentra-
tion of protein and CSF-blood barrier dysfunction in
comparison with samples from groups A and C. CSF
samples composing group C were normal, except for
a discrete pleocytosis and the presence of erythro-
cytes in two patients. All CSF samples in this group
had negative results when tested for antibodies to
NC by ELISA (Table 2).

No difference was found in the distribution of the
ELISA relative index between samples from groups
A and B (Fig 1).
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Fig 1. Results of Ab-ELISA testing (using T. solium antigens) in

CSF samples, expressed as in relative index (sample optical den -
sity/cut-off optical density values), obtained from the three

g roups of patients with neurological manifestations (A — NC

patients with positive ELISA test for NC in CSF, B - neurologi -
cal diseases non-compatible with NC with positive ELISA test

for NC in CSF and C - neurological diseases non-compatible

with NC with negative ELISA test for NC in CSF).

Table 1. Clinical manifestations, relation of active and inactive forms of NC in

group A, (n=18).

Clinical manifestations

Headache Seizures Cysts

Active forms

Hydrocephalus

Inactive forms

Calcifications

(8) 28% (10) 72% (6) 33%

(2) 1% (10) 56%

Table 2. Results of laboratory analysis of CSF samples from patients with neurological
manifestations and positive (groups A and B) or negative (group C) results in ELISA test -

ing for neurocysticercosis in CSF.

Groups of CSF samples

Statistical analysis

Laboratory A B C AxB AxC BxC
Findings n=18 n=50 n=41 pvalue pvalue pvalue
Pleocytosis >4/mm3 33% 66% 5% <0.05 <0.05 -
Erythrocytes >0/mm?3 44% 68%  58% <0.05 >0.05 >0.05
Protein = >40 mg/dL 55% 88% 0% <0.05 <0.05 <0.05
(I9GIF) >10% 60% 27% 0% >0,05 <0.05 <0.05
Q. Albumin >7x1073 33% 73% 0% <0.05 - -
R.E.T. Cysticercosis 100% 100% 0% - - -

R.E.T., (reactive ELISA test) for cysticercosis in CSF; 1gG,. (intrathecal fraction of igG) >10% indicates
intrathecal synthesis of IgG; Q. Albumin >7x103 indicates blood-CSF barrier dysfunction.
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Fig 2. ROC (receiver operator characteristic curve) showing the
comelation between sensitivity and specificity for protein con -
centration in the CSF for the neurocysticercosis diagnosis. The
cuttpoint represent the degree of diagnostic certainty.

The ROC curve (Fig 2) shows the best cutpoint for
the protein concentration in the group A (patients
with the diagnosis of NC). The best cutpoint for the
p rotein concentration was <60 mg/dL, with a sensi-
tivity of 83% and a specificity of 80%. The best cut-
point for pleocytosis was <7 cells/mm?3, with a sensi-
tivity of 77.8% and specificity of 64%. A cutpoint was
not found for the other CSF parameters in the group
A and B.

DISCUSSION

Assuming that patients enrolled in group A are
the true positive (patients affected by NC) and group
C the true negative, the problem with false results
arises from the patients enrolled in group B (patients
with neurological disorders not compatible with NC
and Ab-ELISA reactivity for NC in CSF).

Significant diff e rences were found among the CSF
parameters in the NC group (group A) and the con-
trol groups (groups B and C). It included: protein con-
centration, pleocytosis, albumin quotient and the pre-
sence of erythrocytes. The high concentration of pro-
tein associated with the blood-CSF barrier dysfunc-
tion among CSF samples included in group B indicat-
ed that part of this protein was not synthesized in
the CNS™. False-positive results for Ab-ELISA testing
in serum have been detected probably due to the se-
rum proteins that bind to cysticercus T. soliumanti

gens>'®. Glycoproteins of T. solium have been conside-
red as very sensitive and specific antigens for NC diag-
nosis when western blot (WB) assay is used with se-
rum samples but they did not show the same efficien-
cy on Ab-ELISA testing®. The occurrence of false-pos-
itive reactions in Ab-ELISA CSF test may be related to
blood-CSF barrier dysfunction allowing the passage
of serum antibodies and other proteins to the CNS.

In the group B, elevated pleocytosis associated
with other infectious disease agents (viral and bacte-
rial) indicated meningeal inflammatory process not
related with NC. In this group all CSF samples were
reactive in the Ab-ELISA for NC but without clinical
and imaging findings for NC. Another explanation
of false positive Ab-ELISA test for NC could be associa-
ted to cross reactivity to other infectious agents’'.
This hypothesis was not acceptable because the pa-
tients in this group presented different kinds of disea-
ses: infectious (viral and bacterial meningitis) but also
non-infectious (stroke, tumor and polineuropathy).

We used the ROC curve to compare the sensitivi-
ty and specificity of the CSF parameters for the groups
A (NC) and B (false-positive for NC), in sense of to
choose a best cut-point. Based on our findings, it was
demonstrated a greater probability of CSF false-pos-
itive reactions in Ab-ELISA test for NC (using T. soli -
um antigens) in the cases of pleocytosis higher than
7 cellssfmm? or protein concentration in CSF higher
than 60 mg/dL.

Several studies have been conducted in order to
improve the diagnosis of NC?6. Analysis of the integri-
ty of the blood-CSF barrier function has contributed
to determine the intrathecal synthesis of antibody.
In addition, purified larval Taenia antigens from ho-
mologous (T. solium) or heterologous (T. crassiceps)
parasites have been obtained and characterized in
order to obtain reagents with high degree of speci-
ficity5'71°. Antigen preparations with contamination
of pig proteins, a common problem when T. solium
cysts are used, are avoided using antigens obtained
from larvae of T. crassiceps®'°2°.

As a retrospective study, we had some limitations,
such as the absence of paired serum samples to com-
parethe specific serum and CSF antibodies. However,
the Ab-ELISA assay (using T. solium antigens) in serum
is not a good test for the diagnosis of NC, due the
presence of high frequency of false-positive reac-
tions. We used the Sotelo’s criteria for the diagnosis
of NC, considering it more appropriate for the kind
of study. It is based predominantly on clinical and
imaging features'.
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Here, we demonstrated that the CSF findings may
influence the immunoreactivity of the CSF ELISA test
for NC. CSF reactive patients without NC had higher
frequency of blood-CSF dysfunction, elevated level
of protein concentration, pleocytosis and red blood
cells count in comparison to the CSF reactive patients
with NC (true positive).The most frequently findings
were the high level of protein and blood-CSF barri-
er dysfunction. These may contribute to the serum
p roteins that bind to cysticercus T. soliumantigens®
passage to the CSF, conducting to false positive reac-
tion. In addition, we also proposed a cut-point for
the protein concentration and pleocytosis. The chance
of false-positive Ab-ELISA for NC increases with the
concentration of protein higher than 60 mg/dL (sen-
sitivity of 83% and a specificity of 80%) and pleocy-
tosis higher than 7 cells/mm?3 (sensitivity of 77.8% and
specificity of 64%). Thus, the results of the Ab-ELISA
tests should be carefully considered in together with
other dinical, laboratorial and epidemiological data
for the diagnosis of NC. Confimatory tests for CSF
should be included in the routine diagnosis criteria
for NC.
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